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电镜 分 析 非 晶状体 py MARERA ES LIBRPBLT2REBESU 
在 人 红细胞 膜 上 的 孔道 形成 效应 
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摘要 : JERA By MARAE A SA 复合 物 (non-lens By-crystallin and trefoil factor complex, By-CAT) 

是 一 个 从 大 蹊 铃 蟾 (Bombina maxima) X kA HII BA) TIR A-5879 72kDa 的 全 新 的 蛋白 复合 物 。 本 研究 测 
定 了 By-CAT 处 理 红细胞 后 引起 细胞 内 钾 离 子 外 流 与 溶血 效应 的 时 效 曲 线 ， 结 合 扫描 电子 显微镜 和 透射 电子 显 微 
镜 分 析 By-CAT 处 理 红细胞 引起 的 早期 形态 学 变化 。 结 果 表 明 : By-CAT(3 nmolL)37C 处 理 红 细胞 5min, (93.31 
+5.89) % 的 细胞 内 镍 离子 迅速 外 流 (P<0.01)， 相 应 溶解 率 为 《13.12 土 1.92)〉 96 (P<0.05)。 电 子 显微镜 观察 发 现 红 
细胞 形态 发 生 明 显 变化 ， 细 胞 体积 增加 ， 肿 胀 。 少 数 红 细胞 表面 向 外 形成 坏 状 异常 突起 ， 部 分 肿胀 细胞 内 的 血红 
和 蛋白 通过 为 状 突起 缺口 向 细胞 外 喷射 血红 和 蛋白。 表明 By-CAT 通过 在 红细胞 膜 上 形成 孔道 使 细胞 内 钾 离 子 迅 速 外 
流 导致 红细胞 内 渗透 压 改 变 而 溶血 。 划 结果 为 理解 By-CAT 的 溶血 机 制 提供 了 直接 的 形态 学 证 据 。 


关键 词 : 三 叶 因 子 ;， 非 晶状体 了 条- 晶状体 蛋白 ， 非 品 状 体 入 -晶状体 蛋白 与 三 叶 因 子 蛋 白 复 合 物 ， 和 孔道 
白 ; 扫描 电子 显微镜 ， 投射 子 显微镜 
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Electron Microscopic Analysis of py-CAT Pore-forming Effect 
on Human Erythrocyte Membrane 
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Abstract: By-CAT is a naturally existing multifunctional protein complex of non-lens fyy-crystallin and trefoil factor 
from Bombina maxima skin secretions. In this paper, we first analysed the time-response curve of hemolysis and 
intracellular potassium efflux induced by py-CAT on human erythrocytes. After Dy-CAT (3nmol/L) in human erythrocytes 
was treated at 37'C for 5min, we found that about 93.31 +5.89% (P«0.01) of the intracellular potassium ions leaked, 
whereas the percentage of hemolysis was only13.12 +1.92 % (P«0.05). We employed electron microscopy to observe the 
erythrocytes! morphological changes and found erythrocytes were swollen and some had globular structures occurring on 
the cell surfaces, and fast releasing hemoglobins. These results indicated that the hemolytic effect of Dy-CAT on human 
erythrocyte membranes was due to intracellular potassium ion's rapid efflux. These results demonstrate morphological 
proof in understanding the mechanism of By-CAT pore-forming effect on human erythrocytes. 


Key words: Trefoil factor; Non-lens By-crystallin; Dy-CAT; Pore-forming protein; Scanning electron microscopy; 
Transmission electron microscopy 























晶状体 蛋白 最 早 为 Merer (1893) 发 现 于 痊 椎 ”动物 眼睛 晶状体 中 ， 含 量 占有 眼球 品 状 体 总 质量 的 
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30% 一 35%， 因 其 作为 一 种 在 眼球 中 广泛 分 布 的 水 
溶性 结构 蛋白 而 命名 为 晶状体 蛋白 。 曲 状 体 蛋白 分 
为 a、B、Y 蝇 状 体 三 类 ， 每 一 类 晶状体 蛋白 由 一 系 
列 和 蛋白 组 成 一 个 超 家 族 (Graw，1997; Piatigorsky, 
1981; Bloemendal，1982)。B，Yy- 唱 状 体 蛋白 因为 含 
有 相同 的 希腊 钥匙 模 体 (Greek key motifs) 而 将 它们 
归 为 By- 唱 状 体 蛋 白 超 家 族 。au、B、Yy 三 类 晶状体 蛋 
白 在 基因 结构 ， 表 达 调 节 模 式 ， 生 理 功能 及 相关 疾 
病 的 发 生 等 方面 存在 着 很 大 的 差别 。 眼 球 中 By- 
状 体 和 蛋白 的 N- 端 和 C- 端 氨基 酸 的 突变 会 导致 眼球 
发 生 白 内 障 (Graw，1997; Malinowski & Manski, 
1980)。By- 蝇 状 体 和 蛋白 在 眼球 的 发 育 过 程 中 可 能 参 
与 调节 眼球 血管 稳定 ， 再 造 和 凋 亡 ， 但 是 具体 的 作 
机 制 和 功能 不 清 (Zhang et al, 2005a)。 最 近 研究 表 
明 ， 在 眼球 晶状体 之 外 也 检测 到 有 a、B、Yy 三 类 唱 
状 体 蛋白 的 表达 。 非 晶状体 w- 唱 状 体 和 蛋白 属于 小 热 
休克 蛋白 超 家 族 ， 主 要 作为 分 子 伴侣 ， 具 有 自我 激 
活 的 酶 活性 ， 参 与 y 晶状体 基因 的 激活 ， 与 神经 系 
统 功 能 失调 具有 协同 相关 性 (Ganea，2001 
Narberhaus, 2002; Reddy et al, 2006)。 非 晶状体 By- 
db TR EUER ZO E A A lE: 42 38 n E n 3902) 4] 
都 有 报道 (Wistow & Piatigorsky, 1988; Bhat, 2004), 
E FETE 92] CURES IZ £e ERE RE 9] n BJ AE d 
状 体 入 -晶状体 蛋白， 例如 Protein S (Nelson & 
Zusman, 1983), Spherulin 3a (Nelson & Zusman, 
1983; Rosinke et al, 1997), X W T VU J E 
(Tetrahymena thermophila) 的 转运 蛋白 ( cargo 
proteins) (Haddad et al, 2002)， 表 皮 分 化 特异 蛋 
Cepidermis differentiation-specific proteins, EP37) 
(Takabatake et al, 1992; Wistow et al, 1995; Ogawa et 
al，1997) 和 哺乳 动物 中 的 黑色 素 瘤 缺 失重 白 (absent 
in melanoma 1, AIMI) (Ray et al, 1997; Teichmann et 
al, 1998)。 目 前 研究 发 现 EP37 25 Y VAR] A] Wege 
(Cynops pyrrhogaster ARA PRZ, BOR pe 
和 消化 道上 皮 的 发 育 和 分 化 (Ogawa et al, 1997; 
Ogawa et al, 1998). Northern 印迹 分 析 表 明 ，AIMI1 
在 胚胎 发 生 过 程 中 受 时 空 的 调节 ， 大 量 表达 于 毛 宫 
轴 区 、 假 定 的 胚 盘 和 成 体 的 皮肤 、 肺 、 心 脏 、 肝 和 
肾 等 器 官 ， 而 在 恶性 黑色 素 瘤 细胞 和 黑色 素 细胞 前 
体 细 胞 中 均 未 表达 缺失 ， 提 示 AMI 在 胚胎 发 育 和 
抑制 恶性 皮肤 肿瘤 具有 重要 的 作用 (Ray et al, 1997; 
Teichmann et al, 1998)。 但 是 ， 目 前 对 于 兰 椎 动物 中 
的 非 晶状体 By- 唱 状 体 和 蛋白 的 生化 特性 ， 生 物 学 功 
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能 和 分 子 作 用 机 制 的 相关 信息 了 解 尚 少 。 

三 叶 因 子 (trefoil factor family，TFEF) 为 一 类 含 
保守 三 叶 因 子 结构 域 ( 因 含有 三 个 环 状 结构 形似 三 
叶 草 而 得 名 ) 的 分 泌 性 蛋白 质 。 三 叶 因 子 结构 域 
(trefoil factor domain， 又 称 为 P-domaim) 为 一 个 具有 
C-X9-10-C-X9-C-X4-C-C-X10-C(C 代表 半 胱 氨 酸 残 
3E, X 为 任意 氨基 酸 残 基 ) 序 列 结构 特征 的 大 约 40 个 
氨基 酸 残 基 组 成 的 结构 区 域 ， 其 中 6 个 半 胱 氮 酸 残 
基 以 1—5, 2—4, 3—6 的 模式 形成 三 对 保守 的 二 
令 键 (Sands & Podolsky, 1996; Thim, 1997)。 自 从 第 
一 个 三 叶 因 子 pS2/TFF1 于 1982 年 在 哺乳 动物 肿瘤 
ILI M CF 筛选 肉 激素 诱导 的 乳腺 交易 感 基因 相关 
研究 中 被 发 现 ， 正 式 开始 了 对 这 一 家 族 蛋 白质 的 相 
关 研 究 ， 新 的 三 叶 因 子 不 断 被 发 现 (Maslov & 
Chunaev, 1982; Wong et al, 1999)。 在 两 栖 动 物 非洲 
JNS Xenopus laevi) URE i PORN Y Apr] 
类 型 三 时 因子 ， 例 如 含有 1 个 三 叶 因子 结构 域 的 
xP1(Hauser & Hoffmann, 1991)， 含 有 2 个 三 叶 因 子 
结构 域 的 xP2(Hauser et al, 1992) 和 Bm-TFF2 (Zhang 
et al，2005b)， 含 有 3 个 三 叶 因 子 结构 域 的 By-CAT 
的 B 亚 基 (Liu et al, 2008) 和 含有 4 个 三 叶 因 子 结构 
域 的 xP4(Hauser & Hofftmann，1991)。 在 哺乳 动物 
中 , 已 经 发 现 了 3 类 三 叶 因 子 :TFF1、TFF2 和 TFF3。 
TFF1 和 TFF3 含有 1 个 三 叶 因子 结构 域 ， 如 人 源 
hTFFl; TFF2 含有 2 个 三 叶 因子 结构 域 ， 如 
rTFF2(Suemori et al, 1991; Labouvie et al, 1997; 
Taupin & Podolsky, 2003; Thim & May, 2005)。 三 叶 
因子 主要 表达 和 分 泌 于 表皮 细胞 的 粘液 腺 ， 如 胃 肠 
消化 道 , 支气管 和 尿道 等 , 认为 具有 刺激 细胞 迁移 ， 
促进 创伤 修复 等 功能 。 但 是 ， 在 一 些 腺 癌 患 者 中 ， 
三 叶 因 子 表 现 出 高 水 平和 异 位 表达 (Lefebvre et al, 
1996; Taupin & Podolsky, 2003)。 在 三 叶 因 子 基因 敲 
除 的 小 鼠 中 ， 肿 瘤 发 生 率 升 高 ， 因 此 推测 三 叶 因 子 
参与 了 肿瘤 发 生 ， 但 是 详细 的 分 子 作 用 机 制 还 不 清 
AE. 

孔道 形成 蛋白 (pore-forming proteins, PFPs) 7j 
一 类 自然 界 中 广泛 分 布 于 真 核 生 物 和 原核 生物 中 
的 能 够 在 细胞 表面 形成 孔道 的 蛋白 质 (Parker & Feil, 
2005), 例如 哺乳 动物 中 的 补体 , 细胞 毒 工 细胞 分 泌 
的 罕 孔 素 ， 细 胞 凋 亡 相关 的 BCL? 家 族 和 蛋白 ， 金 色 
葡萄 球菌 分 泌 的 oa- 溶血 素 和 产 气 芽 和 侈 杆菌 
(Aeromonas hydrophila) 分 泌 的 Aerolysin (Tomita et 
al, 2004; Parker & Feil, 2005)。 了 和 孔道 形成 蛋白 具有 两 
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种 存在 形态 : 在 水 溶液 中 以 单 体 稳定 存在 和 在 细胞 
膜 上 以 多 聚 体形 成 孔道 。 孔 道 形成 蛋白 首先 通过 与 
细胞 膜 上 特异 受 体 (蛋白 ， 脂 类 和 糖 类 及 其 衍生 物 ) 
结合 ， 通 过 相互 作用 局 动 一 系列 的 变 构 过 程 ， 从 水 
溶液 相 转变 为 细胞 膜 相 ， 从 单 体 转变 成 寡 聚 体 












































































































































的 细胞 内 钾 离 子 外 流 与 浴血 作用 的 时 效 曲 线 ， 结 合 
扫描 电子 显微镜 和 透射 电子 显微镜 分 析 By-CAT 处 
理 人 源 红细胞 膜 所 引起 的 早期 形态 学 变化 。 结 果 表 
HJ, By-CAT 在 红细胞 膜 上 形成 孔道 使 细胞 内 钾 离 子 
迅速 外 流 ， 导 致 红细胞 内 胶体 渗透 压 降低 ， 大 量 水 



































































































































(Parker & Feil, 2005)。 一 部 分 孔道 形成 蛋白 仅 在 细 
胞 膜 上 形成 孔道 ,例如 从 星 颗 体液 中 分 离 的 Lysenin 
(Yamaji et al, 1998)。 一 部 分 孔道 形成 蛋白 在 细胞 膜 
上 形成 孔道 后 能 够 诱导 细胞 内 吞 ， 通 过 细胞 内 的 内 
否 途 径 逆 行 转运 到 特定 的 亚 细 胞 嚣 发挥 作 用 ， 例 如 
幽门 螺旋 杆菌 者 泡 化 毒素 Vaca 转运 到 线粒体 诱导 
细胞 凋 亡 (Cover & Blanke, 2005)。 细菌 来 源 的 孔道 
形成 蛋白 与 很 多 细菌 性 感染 疾病 密切 相关 ， 因 此 目 
前 孔道 形成 和 蛋白 相关 研究 主要 集中 于 孔道 形成 和 蛋 
白 在 宿主 细胞 膜 形成 孔道 的 作用 机 制 ， 以 及 在 亚 细 
胞 致死 浓度 下 宿主 细胞 所 产生 的 炎症 反应 与 感染 
疾病 相关 的 信号 通路 和 调节 机 制 (Parker & Feil, 
2005)。 同 时 由 于 孔道 形成 蛋白 能 够 与 细胞 膜 上 特 
异 训 点 结合 ， 通 过 变 构 在 细胞 膜 上 组 装 形成 特异 性 
孔道 。 因 此 孔道 形成 蛋白 又 可 作为 细胞 生物 学 中 探 
索 细胞 膜 结构 和 细胞 内 新 的 转运 途径 的 高 效 ， 专 一 
的 研究 工具 和 模型 (Schiavo & van der Goot, 2001; 
Montoya & Gouaux, 2003)。 

大 跨 铃 螨 (Bombina maxima) 为 一 类 中 国 西南 山 
区 特有 的 两 栖 动 物 ， 生 活 环境 非常 恶劣 ， 其 皮肤 分 
泌 物 对 小 鼠 具 有 强烈 致死 活性 (Zhang, 2006)。 最 近 ， 
我 们 从 大 忠 铃 网 皮肤 分 泌 物 中 分 离 纯化 一 个 全 新 
的 天 然 分 子 量 为 72kDa 的 非 晶 状 体 By 晶状体 蛋白 与 
三 叶 因 子 和 蛋白 复合 物 (on-lens By-crystallin and 
trefoil factor complex, By-CAT) (Liu et al, 2008). 
By-CAT 的 a- 亚 基 和 B- 亚 基 通 过 非 共 价 键 连接 以 ap， 
的 分 子 形式 存在 。By-CAT 的 a- 亚 基 属 于 非 晶 状 体 By 
晶状体 蛋白 家 族 , Ej (Cynops pyrrhogaster) K X 
分 化 蛋白 EP37 和 人 源 黑 色素 瘤 缺 失 蛋 白 AIM1 具有 
很 高 的 序列 相似 度 。By-CAT 的 B 亚 基 含 有 3 个 三 叶 
因子 结构 域 ， 为 世界 上 第 一 次 报道 ， 与 人 源 三 叶 因 
子 hTFF2 和 hTFF3 具有 很 高 的 相似 度 (Liu et al, 
2008)。By-CAT 能 够 通过 孔道 形成 作用 在 人 源 红 细 
胞 膜 上 形成 孔径 为 2.0nm 的 孔道 ， 使 红细胞 内 钾 离 
子 迅速 外 流 引起 胶体 渗透 压 改 变 而 溶血 。Westerm 
blotting 分 析 表 明 By-CAT 的 a 亚 基 能 够 在 红细胞 膜 上 
JXORJÉ RA) Y OK. 240 kDa 的 大 分 子 寒 聚 体 (Liu 
et al, 2008)。 本 文通 过 测定 By-CAT 处 理 红细胞 引起 











































































































































































































































































































































































































































































































进入 使 红细胞 迅速 膨胀 从 而 快速 释放 血红 和 蛋白 是 
导致 红细胞 裂解 的 主要 原因 , 为 进一步 理解 By-CAT 
的 溶血 机 制 提供 了 直接 的 形态 学 证 据 。 


1 材料 方法 


1.1 天 然 By-CAT 的 分 离 纯 化 

天 然 非 晶 状 体 By 唱 状 体 蛋 白 与 三 叶 因子 蛋白 
复合 物 (py-CAD) 的 分 离 纯化 流程 详 见 (Liu et al, 
2008)， 其 简略 步骤 如 下 : 取 0.5 g 皮肤 分 泌 物 冻 干 
HFT 10.0 mL 的 50mmol/L Tris-HCl 绥 冲 液 
(pH7.3, 含 150mmol/L NaCl 和 5mmol/L EDTA), 4 
‘透析 过 夜 。 经 离心 处 理 (5000 r/min, 4C, 20min), 
取 上 清 液 按照 (Liu et al，2008) 文 中 所 报道 的 分 离 纯 
化 流程 ， 分别 上 样 于 预先 平衡 好 的 DEAE Sephadex 
A-50 离子 交换 柱 (Pharmacia, 2.6cmX 50cm), AKTA 
Sephadex superfine G-100 分 子 筛 层 析 柱 (2.6 cm X 
100cm, 流速 为 0.2mL/min) 和 AKTA Mono-Q HR5/5 
阴离子 交换 柱 (20mmolL Tris-HCl, pH 8.8， 流 速 为 
1.0 mL/min), 根 据 280 nm 的 光 吸 收 值 收集 各 阶段 的 
By-CAT 分 离 峰 。 纯化 的 天 然 By-CAT 小 量 分 装 后 于 
-20C 低 温 保 存 备用 。 纯 化 的 天 然 By-CAT 根据 
BIO-RAD 公司 的 PROTEIN ASSAY KIT 进行 蛋白 
定量 测试 ， 采 用 牛 血 清白 蛋白 作为 标准 蛋白 ， 测 定 
浓度 梯度 标准 曲线 。 
1.2 诱导 人 源 红细胞 胞 内 钾 离子 外 流 和 红细胞 溶 
解 活性 的 测定 

取 健 康 志愿 者 的 全 血 (来 源 于 云南 省 血液 中 心 ， 
经 4% 肝 素 抗 凝 处 理 ), 用 HBSS (Hank's balanced salt 
solution, MgSO, 0.6mmol/L, KCl 5.4mmol/L, CaCl, 
1.3mmol/L. MgCl, 0.5mmol/L, Glucose 5.6mmol/L; 
NaH;PO, 0.4 mmol/L; NaHCO; 4.2 mmol/L, NaCl 137 
mmol/L, Na;HPO, 0.3mmol/L, pH7.4) 绥 冲 液 进行 3 
次 洗涤 (500Xg 离 心 ， Smin，4'C)， 去 除 上 层 悬 浮 杂 
细胞 。 采 用 血球 计 计 数 ， 并 将 洗涤 好 的 红细胞 用 
HBSS 缓 冲 液 调整 为 5X 10? cells/mL 的 细胞 悬 液 备 
用 。 洗 涤 好 的 红细胞 (反应 体积 为 1.0 mL) 加 入 
By-CAT(3.0nmolL) 于 37C 孵 育 不 同时 间 , 然后 离心 
处 理 (20000Xg，5min，4C)， 取 上 清 液 一 部 分 测定 
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415nm 光 吸收 值 , Tris-HCI 溶 液 作为 阴性 对 照 ， 另 一 
部 分 上 清 液 ， 采 用 6400A 火 焰 分 光 光 度 仪 检 测 钾 离 
子 浓度 ， 已 知 浓度 的 KCI 溶 液 作为 标准 品 校准 (采用 
去 离子 水 调节 零点 ，70hmolL KCl 标准 液 定 标 8096 
来 调节 满 度 )。 使 用 火焰 分 光 光 度 仪 检测 钾 离 子 时 ， 
先 预 热 仪器 30min， 待 火焰 稳定 后 先 用 去 离子 水 冲 
洗 管 道 20min， 再 开始 调整 满 度 和 校正 零 刻 度 ， 经 
过 4 次 校准 调节 后 开始 测量 。 连 续 测量 15 个 样 ， 


































































































所 释放 的 血红 蛋白 标准 通过 1% Triton. X-100 裂解 
相同 检测 体系 的 细胞 来 测定 ， 参 照 (Liu et al, 2008) 
所 述 分 别 计算 溶血 率 和 细胞 内 钾 离 子 外 流 的 百 分 
比 。 
13 ”扫描 电镜 分 析 
扫描 电镜 分 析 红 细胞 膜 表面 的 实验 流程 为 : 将 
洗涤 好 的 人 源 红细胞 (5 X 10? cel/mL) 与 By-CAT(3.0 
nmol/L)37 CFA Smin， 采 用 含 3.5% 戊 二 醛 的 0.1 
mol/L 磷酸 盐 缓冲 液 (pH7.4) 于 室温 下 前 固定 30min, 
然后 将 固定 细胞 吸附 在 经 多 聚 赖 氨 酸 处 理 的 盖 玻 
片上 ， 经 1% 钱 酸 进 行 后 固定 ， 再 采用 乙醇 和 丙酮 
进行 梯度 脱水 (30%，50%，70%，90%，100%)， 然 
后 将 样品 置 于 -20 人 C 干 燥 并 于 -10'C 冻 干 。 干 燥 后 的 
样品 经 离子 脐 喷 饶 上 Pa/Pt，Hitachi 300-N 型 扫描 电 
镜 进行 观察 。 
1.4 ”透射 电镜 分 析 
透射 电镜 分 析 红 细胞 的 实验 流程 为 : 将 经 洗涤 
好 的 人 源 红细胞 (5 X 10? cell/ mLD) 与 By-CAT (3.0 
nmol/L) 于 37C} A 5min， 离 心 处 理 (500 Xg, 4C, 
5 min) 后 弃 上 清 液 ， 用 含 3.5% 戊 二 醛 的 0.1molL 磷 
酸 盐 缓 冲 液 (pH7.4) 室 温 下 前 固定 30min， 然 后 采用 
1% 铁 酸 室温 进行 后 固定 44min， 再 采用 丙酮 进行 梯 
度 脱水 (30%，50%，70%，90% and 100%)， 树 脂 
(epoxy resin，Epon-618) 包 被 过 夜 。 包 埋 好 的 样品 经 
LKB-II Ultracut 切 片 机 进行 切片 ， 然 后 经 酷 酸 双 氧 
铀 和 柠檬 酸 铅 重 金属 双 染 ， 真 空 干燥 后 ， 采 用 
Hitachi TEM-1011 透射 电镜 进行 观察 。 
15 数据 统计 分 析 
实验 数值 表示 为 平均 值 土 标准 误 ， 采 用 双 尾 上 
检验 进行 统计 差异 分 析 ,， P<0.05 为 具有 统计 显著 性 
差异 。 
2 结 果 


2.1 By-CAT 诱导 人 源 红细胞 胞 内 钾 离 子 外 流 与 溶 





































































































































































































































































































































































































血 的 时 效 关 系 

如 图 1 所 示 ， 人 源 红细胞 (5X10” cells/mL) 经 
By-CAT (3nmol/L)-F 37'C All 5min, (93.31 +5.89) 
% 的 细胞 内 钾 离 子 迅 速 外 流 (P<0.01), 相应 的 红细胞 
溶解 率 为 (13.12 土 1.92) % (P«0.05). WEfTHIIRAE 
1&8] 30min, (102.35+5.03) % 的 细胞 内 钾 离子 外 
流 ， 红 细胞 溶解 率 增 加 到 (28.50 土 1.33)%。By-CAT 
的 旷 育 时 间 延 长 为 180min， 红 细胞 溶解 率 增加 到 
(42.14 士 3.65) %，(99.55 土 4.29) % 的 细胞 内 钾 离 
子 外 渗 。 
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图 1 By-CAT 诱导 人 源 红细胞 胞 内 钾 离 子 外 流 与 溶 
的 时 效 曲 线 
Fig. 1 The time curve of By-CAT induced K* efflux and 
hemolysis effect on human erythrocyte 

结果 表示 为 平均 值 土 标准 误 , W: 胞 内 钾 离 子 外 流 率 ,全 : 溶血 率 (Data 
were expressed as means SE. W: K+ efflux, A: Hemolysis). 

“P<0.05, "P«0.01. 






























































2.20 扫描 电镜 观察 

By-CAT (3nmol/L)37 C Ab TE A Js £T 4 (5 X 10? 
cells/mL) 5min, 通过 扫描 电子 显微镜 观察 发 现 红 细 
胞 形态 发 生 明显 变化 ， 细 胞 肿胀 ， 体 积 增加 ， 部 分 
细胞 膜 表 面 出 现 环 状 异常 突起 并 破裂 (如 图 2A 中 第 
头 所 示 )。 在 较 高 放大 倍数 下 ,观察 到 细胞 膜 上 的 玉 
状 异 常 突 起 呈 火 山口 状 缺 口 (如 图 2B 和 图 2C 中 箭头 
所 示 ), 部 分 肿胀 细胞 正 通 过 球状 突起 缺口 向 外 迅速 
喷射 血红 蛋白 (如 图 2D 中 箭头 所 示 )。 在 相同 实验 条 
件 下 ， 阴 性 对 照 组 的 红细胞 的 形态 没有 发 生 明 显 的 
变化 。 
2.5 ”透射 电镜 观察 

By-CAT (3 nmol/L)37'C AEJÓ A Ji £L A fa (5 X 10? 
cells/mL) 5min, 通过 透射 电子 显微镜 观察 发 现 红 细 
胞 膜 表面 向 细胞 外 形成 芽孢 状 突起 ， 部 分 突起 已 经 
破裂 ， 细 胞 内 血红 蛋白 通过 突起 缺口 向 细胞 外 喷射 





































































































































































































5 期 刘 树 柏 等 ， 电镜 分 析 非 晶状体 By 晶状体 蛋白 与 三 叶 因 和子 蛋白 复合 物 在 人 红细胞 膜 上 的 孔道 形成 效应 
























































图 2 ”扫描 电子 显 微 观察 By-CAT AbH 





£3 引起 的 人 源 红细胞 的 形态 学 变化 





Fig.2 Scanning electron microscopy observed the morphological changes of By-CAT treated human erythrocytes 


不 同 视野 的 放大 倍数 如 图 中 比例 














图 3 透射 








电子 显 微 观 察 By-CAT 处 型 
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尺 所 示 (magnifications of among A - D panels were indicated by the scale bars). 


[细胞 的 形态 学 变化 





Fig.3 "Transmission electron microscopy micrographs of By-CAT treated human erythrocyte 





不 同 视野 的 放大 倍数 如 图 





比例 尺 所 示 (magnifications of among A - D panels were indicated by the scale bars). . 
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(如 图 3A 一 C 中 箭头 所 示 )。 在 较 高 放大 倍数 下 ( 医 
3C, 10 万 倍 放大 ;图 3D, 13 万 倍 放大 )， 可 观察 到 
芽孢 状 突起 的 环 状 缺口 。 通 过 内 参 标尺 估 测 , 环 状 。 
缺口 的 孔径 大 约 为 20 一 50nm。 在 相同 实验 条 件 下 ， 
阴性 对 照 组 的 红细胞 的 形态 没有 发 生 明显 的 变化 
























































3 讨 论 

孔道 形成 蛋白 (pore-forming proteins, PFPs)M 
水 溶液 单 体 相 向 细胞 膜 多 聚 体 相 转变 ， 在 细胞 膜 上 
形成 孔道 一 般 包 括 以 下 几 个 阶段 (Gouaux，1997): 
孔道 形成 蛋白 首先 通过 与 细胞 膜 上 特异 受 体 (蛋白 
质 、 脂 类 和 糖 类 及 其 衍生 物 ) 结 合 ， 通 过 相互 作用 ， 
诱导 孔道 形成 和 蛋白 发 生 一 系列 的 变 构 过 程 ， 在 细胞 
膜 上 形成 寡 聚 体 ， 从 水 溶液 相 转 变 为 细胞 膜 相 。 例 
如 ， 细 菌 来 源 的 胆固醇 依赖 的 细胞 溶解 素 CDC £i 
合 于 细胞 膜 上 胆固醇 (Gilbert，2002)， 海 性 来 源 的 
孔道 形成 毒素 Lysenin 结合 于 细胞 膜 上 的 神经 畏 盔 
脂 (CMancheno et al, 2003), KIERR B 4 L38 JE py E 
z& Hydralysins 结合 于 细胞 膜 上 的 蛋白 受 体 (Sher et 
al，2005)。 孔 道 形成 蛋白 完成 细胞 膜 结合 和 变 构 寡 
聚 后 ， 进 一 步 变 构 ， 插 入 细胞 膜 并 在 细胞 膜 上 形成 
一 个 跨 膜 孔 道 。 不 同 来 源 的 孔道 形成 蛋白 形成 的 孔 
道 孔径 不 一 ， 从 几 个 纳米 到 几 百 纳米 不 等 ， 能 够 使 
细胞 内 的 小 分 子 ( 例 如 电解 质 离子 ， 代 谢 产 物 等 次 
漏 。 由 于 细胞 内 的 小 分 子 外 漏 使 细胞 内 的 水 势 降 
低 ， 导 致 细胞 外 的 水 分 子 顺水 势 迅 速 进 入 细胞 内 而 
使 细胞 被 涨 破 ， 释 放血 红 和 蛋白 ， 产 生 溶 血 效 应 ， 因 
此 这 种 溶血 效应 称 之 为 胶体 渗透 压 溶 血 (Sabirov et 
al, 1993)。 

非 晶 状 体 By 晶状体 蛋白 与 三 叶 因 子 蛋 白 复 合 
物 (non-lens By-crystallin and trefoil factor complex, 
By-CAT) 为 一 个 从 大 忠 铃 蟾 皮肤 分 泌 物 中 分 离 纯 化 
的 全 新 的 天 然 蛋 白 复合 物 (Liu et al, 2008)。By-CAT 
的 a 亚 基 在 一 级 序列 上 由 两 部 分 组 成 : N- 端 区 域 含 
有 由 4 个 希腊 钥匙 模 体 组 成 的 两 个 By 晶状体 结构 
域 (第 1 一 170 个 氨基 酸 残 基 )， 与 EP37L1 和 AIMI 
具有 很 高 的 序列 相似 度 。 已 有 文献 报道 B 晶状体 具 
有 从 单 体 向 多 聚 体 相互 转化 的 能 力 (Jaenicke & 
Slingsby，2001)， 粘 球 苗 分 泌 的 非 晶状体 By 晶状体 
protein S 能 够 在 应 急 状态 下 通过 宅 聚 化 形成 保护 性 
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ETX(epsilon toxin) 中 孔道 形成 结构 域 (第 118—209 
位 氨基 酸 序 列 ) 高 度 相 似 。 因 此 By-CAT 的 a 亚 基 在 
结构 上 具备 了 孔道 形成 蛋白 所 需 的 结构 特征 (Liu et 
al, 2008). py-CAT 的 前 期 相关 研究 表明 By-CAT 不 
与 红细胞 膜 上 常见 的 脂 类 (如 胆固醇 ， 磷 脂 ， 鞘 磷脂 
等 ): 和 糖 类 分 子 (如 半 有 乳糖， 海藻 糖 等 ) 结 合 ， 提 示 可 
能 与 红细胞 膜 上 的 未 知 蛋 白 受 体 结合 。 
在 本 研究 中 ， 首 先 测 定 By-CAT 处 理 红细胞 引 
起 的 细胞 内 钾 离 子 外 流 与 溶血 作用 的 时 效 曲 线 。 从 
时 效 曲 线 可 知 By-CAT (3nmol/L) 37'C 处 理 红细胞 5 
min, 大 约 (93.31--5.89) % 的 细胞 内 钾 离 子 迅 速 外 
流 (与 阴性 对 照相 比 ，P<0.01)， 对 应 的 溶血 率 为 
(13.12 土 1.92) %(P<0.05)。 延 长 孵育 时 间 ， 红 细胞 
溶解 率 随 之 增加 。By-CAT 处 理 180 min， 红 细胞 溶 
解 率 增加 至 (42.14 土 3.65) %。 表 明 By-CAT 在 红 
细胞 膜 上 形成 孔道 使 细胞 内 钾 离 子 迅速 外 流 而 改 
变 细胞 内 渗透 压 是 导致 溶血 的 主要 原因 。 根 据 上 述 
实验 结果 ， 我 们 采用 扫描 电子 显微镜 和 透射 显微镜 
对 By-CAT (3nmol/L，37‘C，5min) 处 理 的 红细胞 进 
行 观察 ， 分 析 By-CAT 在 人 源 红细胞 膜 上 形成 孔道 
相关 的 早期 形态 学 变化 。 扫 描 电 子 显微镜 观察 发 现 
By-CAT 处 理 后 红细胞 形态 发 生 明 显 变化 ， 体 积 增 
加 ， 细 胞 肿胀 ， 部 分 细胞 膜 表 面 出 现 棘 状 异 常 突起 
并 有 部 分 破裂 (图 2A 一 B， 箭 头 所 示 )。 对 红细胞 放 
大 4 万 倍 观测 ， 发 现 细胞 膜 上 的 塌 状 异常 突起 为 火 
山口 状 缺 口 (图 2C， 箭 头 所 示 )， 部 分 肿胀 细胞 正 通 
过 坏 状 突起 缺口 向 外 迅速 喷射 血红 蛋白 (图 2D， 箭 
头 所 示 )。 通过 透射 电子 显微镜 进一步 观察 发 现 , 经 
过 By-CAT (3nmol/L，37'‘C，5min) 处 理 的 同时 ， 红 
细胞 膜 表面 绝 大 部 分 完整 ， 少 数 红 细胞 表面 向 细 月 
外 形成 芽孢 状 突起 。 部 分 突起 已 经 破裂 ， 细 胞 内 
红 和 蛋白 正 通过 突起 缺口 向 细胞 外 喷射 (图 3A 一 C, gu 
头 所 示 )。 在 高 倍 放大 下 (图 3C，10 万 倍 ， 图 3D， 
13 万 倍 )， 通 过 内 参 标尺 佑 测 芽 孢 状 突起 的 环 状 缺 
口 的 孔径 大 约 为 20 一 50nm。 
在 By-CAT 的 前 期 相关 研究 中 ， 通 过 渗透 压 保 
护 实验 测定 By-CAT 在 人 源 红细胞 膜 上 形成 的 孔道 
孔径 为 2.0nm (Liu et al，2008)。 在 本 试验 中 ， 由 于 
电子 显微镜 的 放大 倍数 和 分 辩 率 不 够 ， 因 此 推测 通 
过 内 参 标 尺 估 测 的 芽孢 状 突起 的 环 状 缺口 的 孔径 
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蛋白 衣 过 ， 保 护 细菌 度 过 恶劣 环境 (Inouye et al, 
1979)。C- 端 区 域 第 173 一 287 位 氨基 酸 序列 与 细菌 
(Clostridium perfringens) 来 源 的 孔道 形成 蛋白 毒素 















































应 该 是 在 红细胞 膜 上 涨 破 后 形成 的 孔 ， 而 不 是 
By-CAT xr Jai E XERJÉE HS AU 
这 些 结果 为 理解 By-CAT 的 孔道 形成 效应 提供 






























































5 期 刘 树 柏 等 ,电镜 分 析 非 晶状体 By 晶状体 蛋白 与 
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了 直接 的 形态 学 证 据 ， 表 明 By-CAT 通过 在 红细胞 
贰 上 形成 孔道 使 细胞 内 钾 离 子 迅速 外 流 导 致 红 细 
胞 内 渗透 压 改变 而 溶血 。 同 时 ， 为 进一步 理解 高 等 
党 椎 动物 中 非 晶 状 体 By 晶状体 蛋白 与 三 叶 因 子 蛋 
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白 结构 与 功能 的 关系 提供 了 新 的 线索 。 
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夜 磨 双 腿 弱 小 ， 极 少见 在 地 面 行走 。 但 随 着 促 晒 ， 男 一 方面 也 是 为 了 避 开 人 类 活动 的 干扰 附 
夏 地 面 温度 升 高 ， 幼 鸟 出 亮 3 一 5 天 后 即 被 成 乌 移 近 有 公路 、 居 民 点 、 农 田 和 牧 群 )。 成 乌 傍 晚 开始 
动 ， 有 时 移 至 巨石 边 ， 或 者 灌 从 下 。“ 幼 鸟 搬家 ”每 融 食 和 育 锥 ， 繁 殖 期 间 常 发 出 持续 不 断 的 颤 鸣 声 。 
日 3 一 5m， 最 远 可 离开 原 梨 址 25 一 30m。 这 是 一 个 在 新 疆 旱 康 、 博 乐 等 地 有 大 量 欧 夜 鹰 及 幼 乌 被 
奇怪 的 现象 ， 有 人 认为 夜 座 是 用 嘴 来 移动 卵 或 锥 鸟 。 汽车 撞 死 的 记录 。 与 其 他 夜行 动物 比较 ， 其 夜间 败 
(Jackson, 2007)。 笔 者 认为 ， 这 一 方面 是 为 了 躲避 ” 避 汽 车 和 捕 鸟 网 的 能 力 比较 差 。 
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